Scientific Bulletin of Namangan State University
Volume 1

Issue 9

Article 10

10-10-2019

ON THE POSSIBILITY OF UNCOUPLED MITOCHONDRIA IN
BROWN FAT OF NEWBORN GUINEA PIGS
Rashid Nasipovich Axmerov
Namangan State University, Namangan

Mirzohid Mirzavaliyevich Mirzaolimov
Namangan State University, Namangan

Bahodir Allaberganovich Niyazmetov
Namangan State University, Namangan

Akmaljon Usmonjonovich Najimov
Namangan State University, Namangan

Follow this and additional works at: https://uzjournals.edu.uz/namdu
Part of the Education Commons

Recommended Citation
Axmerov, Rashid Nasipovich; Mirzaolimov, Mirzohid Mirzavaliyevich; Niyazmetov, Bahodir
Allaberganovich; and Najimov, Akmaljon Usmonjonovich (2019) "ON THE POSSIBILITY OF UNCOUPLED
MITOCHONDRIA IN BROWN FAT OF NEWBORN GUINEA PIGS," Scientific Bulletin of Namangan State
University: Vol. 1: Iss. 9, Article 10.
Available at: https://uzjournals.edu.uz/namdu/vol1/iss9/10

This Article is brought to you for free and open access by 2030 Uzbekistan Research Online. It has been accepted
for inclusion in Scientific Bulletin of Namangan State University by an authorized editor of 2030 Uzbekistan
Research Online.

ON THE POSSIBILITY OF UNCOUPLED MITOCHONDRIA IN BROWN FAT OF
NEWBORN GUINEA PIGS
Cover Page Footnote
???????

Erratum
???????

This article is available in Scientific Bulletin of Namangan State University: https://uzjournals.edu.uz/namdu/vol1/
iss9/10

НамДУ илмий ахборотномаси - Научный вестник НамГУ 2019 йил 9-сон

О ВОЗМОЖНОСТИ НЕСОПРЯЖЁННЫХ МИТОХОНДРИЙ В БУРОМ ЖИРЕ
НОВОРОЖДЕННЫХ МОРСКИХ СВИНОК
Ахмеров Рашид Насипович, Мирзаолимов Мирзахид Мирзавалиевич, Ниязметов
Баходир Аллаберганович, Нажимов Акмал Усманжанович, Мухторов Алишер
Абдугаффарович, Мирзаев Саидмахмуд, Бойматов Адилжан Шерматович,
Мирзоалимов Эльмурад Исмаилович, Кадиров Ильхомжон Тожиахматович, Солиев
Нурдин Нажмиддинович, Абдуллаев Шухрат Салижанович
Наманганский государственный университет
Аннотация: изучено дыхательная и фосфорилирующая активность митохондрий
бурого жира морских свинок при окислении разных субстратов. Показано, что пируват+
малат окисляются, сопряжено с синтезом АТФ, но имеет высокое дыхание V4; при
окисление сукцината
наблюдается более высокий уровень V4. Окисление НАДН
происходит полностью несопряженным путем, так как процесс окисление не реагирует
на добавку АДФ или разобщителя. Полученные данные указывает на функционирование в
митохондриях этой ткани интенсивного несопряженного дыхания. Оно
способна
превращать энергию дыхания в тепло, так как основной функцией бурого жира является
теплопродукция.
Ключевые слова: митохондрия, две субпопуляции митохондрии, НАДН, АДФ,
несопряженное дыхание, теплопродукция
ON THE POSSIBILITY OF UNCOUPLED MITOCHONDRIA IN BROWN FAT OF
NEWBORN GUINEA PIGS
Axmerov Rashid Nasipovich, Mirzaolimov Mirzohid Mirzavaliyevich, Niyazmetov
Bahodir Allaberganovich, Najimov Akmaljon Usmonjonovich, Mirzaev Saidmahmud,
Boymatov Adiljan Shermatovich, Mirzaolimov Elmurod Ismoilovich, Qodirov Ilhomjon
Tojiaxmatovich, Muxtorov Alisher Abdug’afforovich, Abdullayev Shuxrat Salijonovich
Namangan State University, Namangan
Abstract: the respiratory and phosphorylating activity of mitochondria of brown fat of
guinea pigs during the oxidation of various substrates was studied. It was shown that pyruvate +
malate is oxidized, is associated with the synthesis of ATP, but has high respiration V4; with
succinate oxidation, a higher level of V4 is observed. The oxidation of NADH occurs in a completely
non-conjugated way, since the oxidation process does not respond to the addition of ADP or
uncoupling. The data obtained indicate the functioning of intensive non-conjugated respiration in
the mitochondria of this tissue. It is able to convert respiration energy into heat, since the main
function of brown fat is heat production.
Keywords: mitochondria, two subpopulations of mitochondria, NADH, ADP, uncoupled
respiration, heat production.
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YANGI TUG’ILGAN DENGIZ CHO’CHQALARINING JIGARRANG YOG’IDA
BOG’LANMAGAN MITOXONDRIYA EHTIMOLLIGI TO’G’RISIDA
Akhmerov Rashid Nasipovich, Mirzaolimov Mirzohid Mirzavaliyevich, Niyazmetov
Bahodir Allaberganovich, Najimov Akmaljon Usmonjonovich, Mirzaev Saidmahmud,
Boymatov Adiljan Shermatovich, Mirzaolimov Elmurod Ismoilovich, Qodirov Ilhomjon
Tojiaxmatovich, Muxtorov Alisher Abdug’afforovich, Abdullayev Shuxrat Solijonovich
Namangan davlat universiteti, Namangan
Annotatsiya: turli substratlarni oksidlanish jarayonida dengiz cho'chqalarining jigarrang
yog to’qima mitoxondriyalarining nafas olish va fosforillovchi faolligi o'rganildi. Piruvat + malat
oksidlanib, ATP sintezi bilan bog'liqligi, ammo V4 da yuqori nafas olish ega ekanligi ko'rsatildi;
suksinat oksidlanishida V4 yuqori darajasi kuzatiladi. NADH ning oksidlanishi mutlaqo
biriktirilmagan tarzda sodir bo’ladi, chunki oksidlanish jarayoni ADP qo’shilishiga yoki
ajratuvchiga javob bermaydi. Olingan ma'lumotlar ushbu to’qimaning mitoxondriyalarida intensiv
bog’lanmagan nafas olishning ishlashini ko'rsatadi. Nafas olish energiyasini issiqlikka aylantirishi
mumkin, chunki jigarrang yog'ning asosiy vazifasi issiqlik ishlab chiqarishdir.
Kalit so'zlar: mitoxondriya, mitoxondriyaning ikkita subpopulyatsiyasi, NADH, ADP,
bog’lanmagan nafas olish, issiqlik ishlab chiqarish
Изучение в МХ бурого жира, в основном, представляло интерес для выяснения
механизма термогенеза. В ранних работах было показано, что выделенные из бурого
жира митохондрии имеют высокая скорость дыхания в 4 -метаболических состоянии. Впоследствии установлено, что главной причиной этому является повышение
протонной утечки особым белком - термогенином (UCP1), локализованным на
внутренней мембране МХ [1-3]. Данный белок является липофильным и имеет
молекулярную массу около 32 кД. Он был встроен в липосомы и БЛМ, что
приводило к увеличению мембранной проводимости к протону [1-3]. Повышение
протонной проводимости в митохондриях рассматривается как главная причина,
рассеивающая протон-движущую силу (Δр ) митохондрий в тепло [1].
Одним из основных подходов для исследования в митохондриях является
определение протонной утечки. В эксперименте изучается скорость дыхания
полярографическим методом на субстрате сукцинате и одновременно регистрируется мембранный потенциал. По ходу эксперимента производится поэтапное
блокирование дыхания добавками малоната, что приводит к нелинейному
снижению мембранного потенциала в случае, если имеется протонная утечка в
митохондриях. По существующей оценке около 25% от общего уровня дыхания
митохондрий может быть задействовано в протонной утечке. По нашим
предшествующим результатам это величина должна быть большей и может
зависеть от вида субстрата окисления [4].
Данная работа выполнена на митохондриях бурого жира лабораторных крыс.
Для оценки несопряженного с синтезом АТФ дыхания использованы разные
субстраты окисления, включающие сукцинат, НАД-зависимые субстраты,
экзогенный НАДН, а также аскорбат. Полученные результаты показывают, что по
несопряженному пути в митохондрии бурого жира окисляются разные субстраты,
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включая и экзогенный НАДН и аскорбат-цитохром с и не подавляющиеся
олигомицином. Поэтому, в отличие от литературы, нами рассматривается
возможность наличия в суспензии МХ определенной субпопуляции митохондрий,
проницаемых к указанным агентам и осуществляющих несопряженное дыхание [5].
Методы исследований. Для проведения исследований использовали
новорожденных и взрослых крыс.
Забой животных осуществляли декапитацией. Быстро вскрывали ножницами
межлопаточную часть тела животных и извлекали бурый жир. Ткань и немедленно
опускали в охлажденный раствор среды выделения (СВ) и затем определяли ее
массу.
Основная СВ, использованная нами, содержала 300 мМ сахарозы, 10 мМ трисHСl (pН-7,5).
Для размельчения тканей в основном использовали
стеклянный
гомогенизатор с тефлоновым пестиком.
Гомогенизацию ткани производили в 10-кратном объеме указанной CB в
течение 20-30 сек. Полученный гомогенат центрифугировали при 700 х g в течение 7
минут для осаждения крупных клеточных агрегатов. МХ осаждали из супернатанта
путем повторного центрифугирования при 6000 х g в течение 20 минут. Супернатант
сливали, а осадок MX либо суспендировали в 0,1 мл СВ к исходной массе ткани, либо
снова разбавляли в 5-кратном объеме СB и центрифугирована при 6000 х g в течение
20 минут. Осадок суспендировали в 0,1 объеме СВ.
Для получения препарата гомогената размельчение ткани производили в
смеси с СВ в соотношении массы сырой ткана к объему СВ как 1:2. Состав СВ такой
же, какой описан для получена МХ. При получении гомогенатов руководствовались
сведениями из предшествующих исследований. Все процедуры по получению
препаратов митохондрий выполняли при температурах -3+2°С.
При получении МХ и гомогената из бурой жировой ткани учитывали
содержание в этой ткани повышенного количества жирных кислот. Поэтому, в
отличие от других авторов, нами применялся 1% альбумин в составе СВ. Остальные
условия соответствуют тем, которые указаны в цитированной выше.
В полученных препаратах бурого жира определяли фосфорилирующее и
несопряженное дыхание полярографическим методом. Полярографическая ячейка
имела объем 1 мл. Среда инкубации (СИ) для выполнения основных исследований
содержала 120 мМ КСl, 5 мМ ЭГТА, 5 мМ KH2PO4, 10 мМ триc- HCl (рН 7,5).
Использованные субстраты окисления указаны в таблице.
Количество MX, вносимое в полярографическую ячейку, около 2 мг/мл.
Скорость дыхания препаратов выражена в нанограмм атомах поглощенного
кислорода за минуту на мг белка (нг-ат О/мин на мг белка МХ).
Результаты статистически обрабатывали по Стьюденту. В таблицах дано
среднее арифметическое ±М и среднее квадратичное отношение ±m, а также указано
число экспериментов. Температура инкубации препаратов 25°С.
Результаты исследований. Полученные результаты показали, что
фосфорилирующее дыхание в МХ бурого жира незначительно при окислении
пирувата с малатом или отсутствует при окислении сукцината (табл. 1). Однако в
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условиях применения ГДФ как естественного регулятора UCP1 в составе СИ
наблюдается существенное снижение скорости дыхания V4 и тем самым возрастание
сопряжения дыхания. В частности, величина ДК при окислении пирувата+малат
становится более двум, но она меньше при окислении сукцината и равна 1,55.
Наряду с этим отмечается более высокая скорость дыхания в отсутствие АДФ при
окислении сукцината, чем при окислении пирувата с малатом (табл.1).
В отдельных экспериментах при окислении НАД-зависимых субстратов
пирувата+малат, в СИ вносили кофермент НАД+, что приводило к существенному
повышению скорости дыхания V4 и, соответственно, к снижению степени
сопряженности дыхания митохондрий.
МX бурого жира крыс интенсивно потребляют кислород при окислении
НАДН в отсутствие добавленного АДФ. Такое окисление снижается в присутствии
ГДФ и в этих условиях отсутствует эффект АДФ на дыхание. Внесение ротенона
сильно ингибирует дыхание, т.е. данное АДФ-независимое окисление НАДН
протекает в основной дыхательной цепи.
В табл. 3 также приводятся результаты по дыханию гомогената бурого жира
крыс. Для получения фосфорилирующего дыхания необходимо переосаждение
гомогената центрифугированием при 7000 х g в 10-кратном объеме СВ. даже после
такой процедуры в присутствии альбумина и ГДФ в составе СИ в гомогенате наблюдается низкая сопряженность окисления пирувата с малатом и высокая скорость
несопряженного дыхания при окислении НАДН. Из таблицы также можно видеть,
что аскорбат в присутствии цитохрома С также интенсивно окисляется. Причем на
его окисление не влияет добавленный АДФ, но блокируется цианидом натрия,
блокатором последнего звена дыхательной цепи митохондрий.
Представленные данные свидетельствуют о существовании в MX бурой
жировой ткани взрослых крыс двух форм дыхания-сопряженной и несопряженной с
синтезом АТФ. В несопряженном дыхании участвуют частично НАД-зависимые
субстраты в присутствии НАД+, частично сукцинат. Окисление экзогенного НАДН и
аскорбата цитохрома с является полностью несопряженным.
В исследованных препаратах интенсивность несопряженного дыхания
является высокой и превышает таковую фосфорилирующего дыхания. Если
величину последнего оценивать по скорости ΔV3, то его уровень примерно вдвое
ниже, чем несопряженного дыхания при окислении сукцината и втрое - при
окислении НАДН. Это сопоставление указывает на ведущее значение
несопряженного дыхания в митохондриях бурого жира.
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Таблица 1.
Окисление разных субстатов в митохондриях бурого жира новорожденных
морских свинок
V3
V4
ДК
Субстрат
Пируват+малат
86,27±6,86
56,14±5,14
1,53
Сукцинат
139,12±7,41
125,08±6,35
1,11
Сукцинат + ГДФ
94,14±6,91
66,41±7,45
1.42
НАДН
186,21±9,36
168, 21±9,36
1,0
НАДН + ГДФ
146,16 ± 8, 93
146, 16±8,93
1,0
То же + ротенон
4,7±0,17
4,7± 0,17
1,0
Примечание: в таблицах скорости дыхания митохондрий (V3,V4,) даны в нг-ат
О/мин. на мг белка. Концентрация ГДФ 0,5 мМ, при использовании НАДН в СИ
дополнительно вносилось 0,5 мг цитохрома с
Следовательно, описанная в литературе низкая сопряженность дыхания МХ
бурого жара, особенно при окислении сукцината, согласно нашим данным,
обусловлено функционированием в препарате несопряженной дыхательной цепи
митохондриального происхождения. Сопрягающее действие ГДФ на дыхание
является результатом подавления им системы несопряженного дыхания и
соответствует литературе [1].
Следует отметить, что несопряженное дыхание митохондрий бурого жира
может непосредственно участвовать в термогенном процессе как особая форма
дыхания. По нашим результатам она функционирует в отдельной группе МХ с
повышенной проницаемостью мембран. В существующей литературе в этом аспекте
проводимые исследования имеют определенные отличия. В частности, в
экспериментах на МХ, в основном, используется сукцинат в качестве субстрата [1-5].
Ими получены важные данные о наличии в мембране МХ бурого жира белка
термогенина-UCP1, который обладает разобщающим свойством. В настоящее время
выделены разобщающие белки из разных тканей [1, 8-10]. По развиваемым им
представлениям в разобщающем дыхании принимают участие все МХ ткани [2,3].
Наши исследования проведены с большим числом субстратов и, возможно, более
обоснованы [5, 11,12]. Завершая обсуждение, следует сказать, что бурый жир либо
имеет незначительную роль в термогенезе у мелких животных, либо эта ткань
редуцирована у крупных млекопитающих и вовсе отсутствует у птиц. Поэтому
функционированием этой ткани обосновать существование теплокровности
организма не возможно. Возможно, что несопряженное дыхание аналогично
описанному нами варианту для MX бурого жара, имеет место и МХ других тканей,
что способствовало бы эндотермности организма.
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